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Resumen:
En este trabajo, se presenta una estrategia sencilla para
generar nanoestructuras plasmónicas por autoensam-
blado y bioconjugación de nanoesferas (NSs) de Au, para
ser aplicadas como plataformas de espectroscopia
Raman incrementada por superficie (SERS). Mediante el
reconocimiento molecular altamente específico entre
biotina y estreptavidina (STV) se generan dímeros con
una distancia interpartícula de alrededor de 8 nm, mien-
tras que en ausencia de STV la agregación no direccio-
nada de la superficie de las NSs genera aglomerados
compactos con distancia interpartícula de 5 nm debido
a los puente hidrógeno que se establecen entre molécu-
las de biotina funcionalizadas. Ambos sustratos permiten
detectar concentraciones de biotina picomolares (1x10-
12 M). Sin embargo, los factores de incremento analíticos
(AEF) son un orden de magnitud mayor en el caso de los
dímeros (107) que en el caso de los aglomerados com-
pactos (106). Utilizando los grandes incrementos de
campo eléctrico se utilizaron estos sustratos para detec-
tar un analito externo, Rodamina 6G (RH6G), y se deter-
minó que los dímeros generan incrementos de un orden
de magnitud mayor (105) que el uso de aglomerados
compactos (104).
La dependencia de la longitud de onda y las diferencias
en los AEF para los sustratos diméricos y los aglomerados
compactos de NSs de Au se correlacionaron con simula-
ciones electrodinámicas rigurosas. Los dímeros genera-
dos son en sí un nuevo tipo de un sustrato SERS que
puede ser autocalibrado donde selectivamente se puede
“atrapar” moléculas biotiniladas por STV y situándolas en
la zona de máximo incremento de campo electromag-
nético. Por otra parte, el estudio de las propiedades óp-
ticas de los aglomerados compactos permitió el
desarrollo de un procedimiento general para hacer una
predicción cuantitativa de la respuesta SERS de este tipo
de nanoestructuras.
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Abstract:
In this work, we report a simple strategy to obtain ultrasen-
sitive SERS nanostructures by self-assembly and bioconjuga-
tion of Au nanospheres (NSs). Homodimer aggregates with
an interparticle gap of around 8 nm are generated in
aqueous dispersions by the highly specific molecular recog-
nition of biotinylated Au NSs to streptavidin (STV), while
compact-tight Au NS aggregates with a gap of 5 nm are for-
med in the absence of STV due to hydrogen bonding among
biotinylated NSs. Both types of aggregates depict the capa-
bility to detect biotin concentrations lower than 1x10-12 M.
Nevertheless, it was found that dimers are better SERS subs-
trates as they generate enhancements one order of magni-
tude bigger than the compact-tight aggregates (107 and
106, respectively). Quite interesting, the AEF for an external
analyte, Rhodamine 6G (RH6G), using the dimer aggregates
is also 1 order of magnitude greater (105) than using com-
pact-tight aggregates (around 104).
The dependence on the wavelength and the differences of
the AEF for Au random aggregates and dimers are rationali-
zed with rigorous electrodynamic simulations. The dimers
obtained afford a new type of an in situ self-calibrated and
reliable SERS substrate where biotinylated molecules can se-
lectively be “trapped” by STV and located in the nanogap en-
hanced plasmonic field. On the other hand, the study of the
optical properties of compact-tight aggregates allow to de-
velop a general procedure to make a quantitative prediction
of the SERS response tight-compact clusters that is demons-
trated to be quite general independent of the metal (Ag or
Au) and size of the individual NSs of the cluster.
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Resumen gráfico:
La Plasmónica es una rama emergente de la nanofo-tónica que estudia las propiedades de las excitacio-nes electrónicas colectivas en films y nanopartículas
(NPs) de metales nobles, las cuales se conocen coloquial-
mente como plasmones superficiales. En particular, se co-
noce que las NPs de metales nobles experimentan fuertes
interacciones con la luz, debido a las excitaciones de las
resonancias plasmónicas superficiales localizadas (LSPR),
las cuales son oscilaciones electrónicas colectivas en re-
sonancia con un campo electromagnético incidente a una
dada frecuencia,(1) la cual es altamente sensible a la
forma, tamaño y entorno dieléctrico en el que se encuen-
tra la NP.(2) En resonancia, las LSPR dan lugar a un campo
electromagnético evanescente incrementado E en la su-
perficie de la NP.(3) Conjuntamente, se generan grandes
incrementos en el patrón de extinción de las NPs (absor-
ción + dispersión).(4) Estas propiedades les confieren a las
NPs, la potencialidad de ser aplicadas en diversas áreas
como sensores bio(químicos),(5) medicina,(6) dispositivos
nano-ópticos(7) y espectroscopias incrementadas como
la espectroscopia Raman incrementada por superficie
(SERS).(8) 
El fundamento de SERS se basa en el fenómeno plas-
mónico de las LSPR, en donde moléculas sobre o en las
cercanías de la superficie de las NPs experimentan un
enorme incremento en sus secciones eficaces, lo que pro-
duce por lo tanto un gran incremento en la intensidad de
la luz dispersada en forma inelástica como consecuencia
del campo electromagnético local que acompaña la exci-
tación fotónica de las LSPR.(8) En sistemas de dos o más
NPs, suficientemente cerca, se produce un acoplamiento
de plasmones, lo que genera cambios significativos tanto
en la respuesta óptica de extinción (campo lejano), como
en la distribución espacial del campo electromagnético
incrementado superficial (campo cercano).(9) Es un hecho
conocido que en las regiones intersticiales de nanoagre-
gados de NPs metálicas, se produce un fuerte confina-
miento del campo electromagnético, dando lugar a
regiones denominadas “hot spots” o “puntos calientes”
donde el campo puede llegar a ser 1011 veces más in-
tenso que el campo incidente, lo que permite hacer estu-
dios a nivel de una molécula única.(10) La forma más
simple de generar estos hot spots es mediante agrega-
ción de NPs en soluciones coloidales con un estricto con-
trol de la geometría del nanoagregado (distancia
interpartícula, número y morfología de las NPs individua-
les, entorno químico). Dentro de los métodos de ensam-
blado de NPs en dispersión coloidal, las biomoléculas
poseen gran potencial para la funcionalización de nano-
materiales y construcción de arquitecturas en la nanoes-
cala, debido a sus propiedades únicas, tales como la
especificidad, versatilidad y naturaleza polivalente. (11)
Este trabajo abarca el estudio y la caracterización de
sustratos SERS en solución acuosa, a partir del ensam-
blado de nanopartículas esféricas de Au por medio de
proteínas que actúen como agentes ligante de NPs y, por
medio de interacciones puente hidrógeno entre molécu-
las que funcionalizan la superficie de las NPs. En particular,
se utiliza el sistema Biotina-Estreptavidina, basado en el
reconocimiento biomolecular específico y las fuertes
interacciones de la biotina con la proteína estreptavidina
(STV). Por otra parte, se estudia la generación de los aglo-
merados compactos por interacción de NPs funcionaliza-
das con Biotina, en ausencia de proteína, que
interaccionan por puentes hidrógeno. En todos los casos,
en este trabajo, dos enfoques fueron usados para generar
los sustratos SERS. El primero, consiste en la biotinilación
de las nanoesferas (NSs) de oro por la adición de biotina
(relación molar de biotina/NSs 1:1), la cual se adsorbe quí-
micamente sobre la superficie de las partículas, y son las
interacciones biotina-biotina las que generan la forma-
ción de aglomerados compactos a través de enlaces
puente hidrógeno entre las biotinas, generando una dis-
tancia interpartícula de 5 nm (Esquema 1–A). El segundo
procedimiento consiste en añadir simultáneamente bio-
tina y STV, con una concentración promedio de una mo-
lécula de biotina por NS y una molécula STV cada dos NSs.
En este caso, como se ilustra en el Esquema 1–B, se induce
la formación de dímeros, con una distancia interpartícula
de 8 nm, mediante la interacción de las NSs biotiniladas
con la molécula de STV.
Materiales y métodos
Materiales
Los siguientes materiales fueron usados sin modificacio-
nes: HAuCl4 (Carlo Erba); Citrato de Sodio (Mallinckrodt);
Rodamina 6G (Exciton); EZ-Link Biotina-HPDP (Pierce); Es-
treptavidina (Invitrogen). 
Síntesis de Nanoesferas de Au
La síntesis de nanopartículas de oro se llevó a cabo utili-
zando el método de Turkevich. Se obtuvieron NSs de oro
de 90 nm de diámetro por reducción en ebullición de 50
mL de una solución de ácido cloroaúrico (HAuCl4) 0,2 mM
con la adición de 0,5 mL de una solución de citrato 0,01
M con agitación rápida durante 30 minutos. La concen-
tración de las nanopartículas de oro se estimó usando las
intensidades extinción experimental en la longitud de
onda máxima, y cálculos de teoría de Mie de la sección
transversal de extinción para partículas esféricas con un
diámetro correspondiente (determinado por TEM). La ca-
racterización morfológica de las NSs de Au se llevó a cabo
mediante la combinación de espectroscopia UV-vis, TEM,
dispersión de luz dinámica (DLS) y modelado, utilizando
la teoría electrodinámica de Mie. 
Funcionalización de Nanopartículas
EZ-Link biotina-HPDP fue utilizada para funcionalizar la
superficie de las NSs de Au de 90 nm. El procedimiento
para la generación de aglomerados compactos consiste
en la incubación a temperatura ambiente de 30 mL solu-
ción de NSs en la presencia de EZ-Link biotina-HPDP (pro-
porción de  NSs/biotina 1:1). En el caso de la generación
de estructuras diméricas se incubó 30 mL de solución de
NSs simultáneamente con EZ-Link biotina-HPDP y con es-
treptavidina (STV) (proporción de NSs/biotina/STV 1:1:0,5)
durante 3 horas a temperatura ambiente.
Mediciones SERS
Las mediciones SERS se realizaron con un microscopio
con focal Horiba LabRaman utilizando un objetivo de 5x
(NA = 0,12) en geometría de retrodispersión. 
Métodos Computacionales
La respuesta óptica de los sustratos de NSs de Au, aglo-
merados compactos y dímeros, se calculó utilizando la Te-
oría de Mie Generalizada para Multipartículas (GMM). En
todos los cálculos de campo cercano presentados en este
trabajo, la dirección del vector de onda incidente (k) es
perpendicular a la línea que conecta los centros de las es-
feras (eje de dímero) y se utilizó la función dieléctrica ta-
bulada por Palik para Au.
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Resultados y discusión
Caracterización de las Propiedades Ópticas de Campo
Lejano y Caracterización Morfológica de los Sustratos. 
La evolución temporal de los espectros de extinción tras
la adición de biotina (concentración final: 7x10-12 M) se
muestra en la Figura 1–Aa. La característica principal a
tener en cuenta es la aparición de una segunda banda a
longitudes de onda mayores que se ensancha y se des-
plaza gradualmente hacia el rojo a medida que transcurre
el tiempo. Este tipo de comportamiento óptico es indicio
de un proceso de aglomeración de las NSs, lo cual se co-
rroboró mediante análisis de los experimentos de DLS los
cuales indican que se forman aglomerados con un ta-
maño medio de 1067 nm (Ver DLS histograma en la Fi-
gura 1–Ab), y mediante el análisis de las imágenes TEM
que evidencian la formación de aglomerados que están
conformados por aglomerados más pequeños con estruc-
turas compactas (Figura 1–Ac). El comportamiento óp-
tico obtenido mediante la adición simultánea de biotina
y STV (concentración final de 7x10-12 M y 3,5x10-12 M,
respectivamente) es significativamente diferente, ya que,
en las primeras etapas de la reacción no se observa la pre-
sencia de una banda secundaria, solamente la disminu-
ción del espectro y un pequeño aumento en la extinción
a mayores longitudes de onda con respecto a la banda de
resonancia de plasmón (LSPR dipolar) de los monómeros
de esferas de oro (Figura 1–Ba). 
La disminución progresiva en la intensidad de los es-
pectros de extinción puede atribuirse a la formación de
estructuras diméricas, ya que, los perfiles de la sección
eficaz promedio en función de la longitud de onda en
este tipo de estructuras son comparables con los perfi-
les correspondientes a un monómero, pero con un valor
menor en la sección eficaz. Esto, surge del análisis de
los espectros de extinción de dímeros en función del
ángulo de la radiación incidente. La evidencia conclu-
yente de la formación de dímeros se obtuvo por la ca-
racterización morfológica mediante TEM y DLS (Figura
1–Bb y c). Las mediciones de DLS indican que se forman
estructuras controladas con un tamaño medio de 315
nm (Ver histograma DLS), mientras que las imágenes de
TEM revelan que las nanoestructuras obtenidas son en
su mayoría dímeros de NSs de oro (45%), junto con al-
gunos monómeros.
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La generación de nanoestructuras diméricas está con-
trolada principalmente por la relación estequiométrica
entre la biotina y la estreptavidina. La gran afinidad de
estas dos moléculas se refleja por el alto valor de la cons-
tante de asociación del par estreptavidina-biotina que
está en el intervalo entre 3,0x106 a 4,5x107 M-1s-1.(12)
Por lo tanto, la reacción entre estreptavidina y biotina
puede producirse órdenes de magnitud más rápido que
la funcionalización de las NSs y la propia dimerización, y
como consecuencia, la estequiometría de estos dos reac-
tivos es lo que realmente controla la formación de estruc-
turas diméricas. En ausencia de la proteína el proceso de
funcionalización y aglomeración ocurre sin el control ci-
nético de la reacción estreptavidina-biotina. 
Caracterización de las Propiedades Ópticas de Campo
Cercano de los Sustratos. 
Como se discutió anteriormente, ambos sistemas
NSs/biotina y NSs/biotina/STV dan lugar a la formación
de nanoestructuras con una separación controlada entre
dos o más NSs de oro. Es bien sabido que las moléculas
localizadas en los gaps entre NPs experimentan un campo
eléctrico incrementado que está confinado dentro de este
gap (hot spot), y es responsable del efecto SERS. Dado que
la biotina es activa en Raman y se encuentra localizada es-
pecíficamente en el gap, estas nanoestructuras son po-
tencialmente aplicables como  sustratos SERS
autocalibrables, en los cuales se puede conocer el má-
ximo incremento generado por estos sustratos a una de-
terminada longitud de onda.
La Figura 2 compara el gran incremento en el espec-
tro SERS de biotina cuando trabajamos con sustratos di-
méricos irradiando a 633 nm, con respecto al incremento
nulo observado al irradiar los mismos sustratos a 514
nm. Para explicar este comportamiento óptico, se reali-
zaron cálculos de campo cercano de los dímeros en las
dos longitudes de onda utilizadas en el experimento
(514 y 633 nm), teniendo en cuenta la polarización del
campo eléctrico a lo largo del eje del dímero. En la Fi-
gura 2–B, se evidencia claramente que el máximo incre-
mento de campo, se logra a 633 nm, al excitar el modo
longitudinal dipolar de los dímeros. La excitación del
modo longitudinal a 514 nm genera un incremento de
campo insignificante. Estos cálculos de campo cercano
son consistentes con los resultados experimentales y re-
vela que la región espacial de máximo incremento de
campo se localiza en el gap entre las partículas, pero, es-
pecíficamente en la superficie de las NSs que lo confor-
man. La comparación de la simulación del espectro de
extinción de un dímero con el cálculo de máximo incre-
mento de campo para cada longitud de onda, definido
como el cuadrado del máximo incremento de campo a
cada frecuencia (Γ(ω)=(E/E0(ω))
2), , revela que hay un con-
siderable desplazamiento hacia el rojo del espectro de
máximo incremento con respecto al espectro de extinción
(Ver Figura 2–A línea violeta y naranja). Aunque el in-
cremento a 514 nm es casi despreciable, la extinción es
significativa a esta longitud de onda, comparable a la ex-
tinción a 633 nm. Este desplazamiento hacia el rojo de las
propiedades ópticas de campo cercano respecto de las
propiedades ópticas de campo lejano puede explicarse
considerando que la parte imaginaria de la constante die-
léctrica del oro tiene un valor mayor a esta longitud de
onda más corta (514 nm), que a 633 nm, y por lo tanto un
amortiguamiento mayor cuando es excitado el movi-
miento electrónico colectivo (modo dipolar).  
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Como consecuencia, el factor de calidad debe ser
menor y el incremento de campo muy pequeño. Las pro-
piedades ópticas tanto de campo lejano como de campo
cercano de los aglomerados, como se menciono anterior-
mente, se ven modificadas en función de la geometría del
agregado. Con el fin de estimar el rol que cumple el ta-
maño y configuración del cluster en los factores de incre-
mento de campo cercano, se calculo el máximo
incremento de campo para clusters compactos con nú-
mero creciente de esferas (2, 3, 7, 13, 19 y 37 NSs). Las con-
figuraciones modeladas fueron seleccionadas analizando
imágenes TEM. En el caso de los aglomerados compactos
el tamaño de aglomerado promedio va variando en el
tiempo, por lo que se espera que la respuesta temporal
SERS de las moléculas de biotina sea diferente a medida
que evoluciona el proceso de aglomeración 
Además de las interesantes propiedades plasmónicas
de los dímeros y los aglomerados que surge del ensam-
blado y nos permiten la detección de soluciones picomo-
lares de biotina; sus propiedades ópticas también pueden
aprovecharse para detectar analitos externos. Como
prueba se utilizó una sonda molecular externa, Rodamina
6G (RH6G), para comparar el incremento SERS al agregarla
a soluciones que contienen los sustratos: dímeros y aglo-
merados compactos. En el caso de los aglomerados com-
pactos, la adición de RH6G se realizó a un tiempo largo
correspondiente a régimen donde el incremento es inde-
pendiente del tamaño del aglomerado. La Figura 3 mues-
tra los espectros SERS obtenidos en soluciones coloidales
de los sustratos (dímeros y aglomerados compactos de
NSs de 90 nm de diámetro) con la adición de RH6G en una
concentración final 1x10-7 M. Como era de esperar, hay
una mejora significativa en las señales para el colorante
en presencia de los sustratos. En particular, la más alta in-
tensidad SERS de RH6G se consigue para los sustratos di-
méricos. Esto se debe a que las estructuras diméricas de
oro generan mayor incremento que los aglomerados de
mayor numero de NSs al ser irradiados a 633 nm.
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Caracterización de las Propiedades Ópticas de Campo
Cercano de los Sustratos. 
Con el fin de realizar un análisis cuantitativo de las propie-
dades de campo cercano, vamos a comparar los incre-
mentos experimentales de los espectros SERS con los
valores de incremento teóricos. Para esto previamente se
deben calcular los correspondientes factores de incre-
mento analíticos (AEF), definidos como la relación entre
la intensidad de la señal SERS (ISERS) y la intensidad de la
señal Raman (IR) de un modo vibracional particular,
ambas normalizadas por la respectiva concentración del
analito (C)(13): 
Las señales experimentales detectadas corresponden
a las contribuciones de la molécula de biotina y la de piri-
din-2-tiona, como consecuencia de la ruptura del enlace
disulfuro en la molécula biotina-HPDP. Con el fin de selec-
cionar el modo vibracional adecuado para la determina-
ción del AEF, se realizaron cálculos mecanocuánticos de
los espectros de Raman de biotina y de piridin-2-tiona. Se
utilizó para los cálculos el modo vibracional de torsión de
los metilenos de la biotina (1440 cm-1). En el caso de la
molécula prueba (RH6G), debido a que las intensidades
SERS son mucho más grandes que las de las moléculas
que generan la unión entre las partículas (biotina), se eli-
gió arbitrariamente un modo vibracional para realizar los
cálculos de los factores de incremento. 
Desde el punto de vista teórico, el mecanismo electro-
magnético es el que mayormente contribuye al efecto
SERS. Según este mecanismo, el factor de incremento de
campo electromagnético, EFEF, está dado por:
donde |Γ|(ω) es el cuadrado del máximo incremento de
campo generado a la frecuencia de la radiación incidente
(ω) y |Γ|(ω') es el cuadrado del máximo incremento de
campo generado a la frecuencia de Stokes (ω').(14)
Los valores calculados de AEF y EFEF para los dímeros
generados por el sistema biotina-STV-biotina se muestran
en la Tabla 1. Existe una excelente correlación entre la AEF
y la EFEF (107), teniendo en cuenta las señales de biotina
en los sustratos diméricos generados. Estos valores están
en el orden de los mayores AEF para sustratos SERS auto-
calibrados en disolución.
También se compararon los valores de AEF y EFEF para
los aglomerados compactos generados por interacciones
biotina-biotina para la banda de 1440 cm-1 luego de 35
minutos (AEF Máximo) y 2hs (AEF Asintótico) de iniciado
el proceso de aglomeración con los incrementos teóricos
de estructuras diméricas (EFEF Dímero Max) y de clústers
de 37 esferas (EFEF Cluster Max de 37 NSs), demostrán-
dose que  existe una excelente correlación entre la AEF
(AEF Asintótico) y la EFEF (EFEF Cluster Max de 37 NSs)
(AEF = 106), sólo cuando el modelo de 37 NSs se consi-
dera. Este excelente acuerdo se debe a que cuando los
aglomerados de oro alcanzan este tamaño crítico, los fac-
tores de incremento no experimentan ningún cambio sig-
nificativo al aumentar el número de NSs en el cluster. En
segundo lugar, si se compara ahora el AEF (AEF Máximo)
obtenido en el momento en que se alcanza la máxima in-
tensidad SERS (35 minutos) con el EFEF (EFEF Dímero Max)
determinado para dímeros separados por 5 nm, el
acuerdo entre la teoría y los experimentos es bastante
bueno, siendo los valores calculados ligeramente mayores
que los experimentales lo cual puede atribuirse a la pre-
sencia de otras estructuras (además de dímeros). Tanto la
distribución espacial del campo incrementado y el má-
ximo incremento que puede generarse dependen del nú-
mero de NSs para clusters pequeños. Sin embargo,
después de alcanzar cierto tamaño critico, el máximo in-
cremento prácticamente no varía al aumentar el número
de partículas en el clúster. Para el caso de RH6G como ana-
lito externo, hay diferencias significativas entre el máximo
de la EFEF y el experimental AEF (dos órdenes de magni-
tud). Esto se debe a que la RH6G está situada en sitios no
específicos y por lo tanto debería experimentar un campo
medio, el cual es menor al calculado teóricamente (se cal-
culó el máximo incremento de campo). Sin embargo, el
AEF en este caso (105) está dentro de las magnitudes ob-
tenidas para analitos externos en suspensiones.(13,14)
Conclusión
Se generaron con éxito mediante bioconjugación nano-
estructuras diméricas de nanoesferas de oro utilizando la
proteína estreptavidina y moléculas de biotina, locali-
zando estas moléculas en el gap entre NSs de oro de 90
nm de diámetro mediante un estricto control estequio-
métrico. Se demostró que estas estructuras generan fuer-
tes y reproducibles señales SERS de las moléculas de
biotina (factores de incremento de 107) que actúan como
reporteros SERS, lo que implica que a través de las señales
de biotina se pueden conocer los máximos incrementos
posibles a una determinada longitud de onda de irradia-
ción (son sustratos SERS auto calibrados). El rendimiento
SERS de estos dímeros generados por bioconjugación se
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comparo con la respuesta SERS en aglomerados compac-
tos, los cuales se generan por interacciones biotina-bio-
tina en ausencia de la proteína estreptavidina. Ambos
tipos de sustratos tienen un AEF apreciable para las seña-
les de biotina, siendo un orden de magnitud más grande
para estructuras diméricas que para aglomerados com-
pactos (107 y 106, respectivamente). El excelente acuerdo
entre el modelado teórico y los experimentos, nos permi-
tió explicar el complejo comportamiento plasmónico de
campo lejano y campo cercano de ambos tipos de sustra-
tos. 
Se demostró que es posible la detección de un analito
externo, como la rodamina 6G, a concentraciones relati-
vamente bajas (10-7 M). Sin embargo, esta concentración
puede ser incluso menor ya que la intensidad de las se-
ñales SERS a esta concentración es lo suficientemente alta
como reducir al menos uno o dos órdenes de magnitud
este límite de detección (sería posible detectar concen-
traciones nanomolares de un analito externo). 
Detalles técnicos adicionales y una mayor discusión
del presente trabajo pueden encontrarse en la referen-
cia 15. 
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